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Titel : Zuivelproduct alsmede werkwijze ter bereiding 
daarvan . 

De uitvinding heef t betrekking op een werkwi j ze voor 
de bereiding van een zuivelproduct, alsmede op een 
zuivelproduct verkrijgbaar door die werkwijze. 

In de loop der jaren zijn er steeds meer 
5 verschillende soorten zuivelproducten ontwikkeld. De 

consument heeft de keus uit een breed scala aan producten, 
zoals via met allerhande smaken, ijs, yoghurt en 
yoghurt dranken, kwark, Biogarde°, zure room, slagroom en 
creme fraiche. 

10 Een aantal van de beschikbare zuivelproducten zijn 

zogenaamde gef ermenteerde zuivelproducten. Dit wil zeggen 
dat bij de bereiding van die producten een f ermentatiestap 
wordt uitgevoerd. In een dergelijke f ermentatiestap wordt 
het product behandeld met microorganismen en/of 

15 enzymsystemen die de lactose die in het product aanwezig is 
in meer of mindere mate omzetten. Dergelijke fermentaties 
leveren, afhankelijk van het toegepaste microorganisme of 
mengsels van microorganismen en enzymen, een zuivelproduct 
op met een karakteristieke smaak en textuur. Voorbeelden 

2 0 van gef ermenteerde zuivelproducten zijn yoghurt, Biogarde 0 , 
Biomild* kwark en zure room. 

Om zuivelproducten, zowel gef ermenteerde als niet- 
gef ermenteerde, een bepaalde gewenste smaak te geven kunnen 
diverse additieven worden toegevoegd. Veel gebruikte 

25 additieven zijn zoetstoffen, smaakstof f en, geurstoffen en 
kleurstof f en. In producten als via, vruchtenyoghurt en 
yoghurtdranken worden gebruikelijk kunstmatige additieven, 
vruchtensappen of plantenextracten gebruikt . 

Van een aantal zuivelproducten wenst de consument 

30 een naturelvariant . Hiermee wordt een zuivelproduct bedoeld 
dat zijn karakteristieke uiterlijk en smaak dankt aan de 
aard van het zuivelproduct zelf , zonder dat er additieven 
toegevoegd zijn. Zuivelproducten waarvan met name de 
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beschikbaarheid van naturelvarianten verwacht wordt, zijn 
yoghurt, kwark, karnemelk en dergelijke. 

Uit het Amerikaanse octrooischrif t 4.675.193 is een 
tweestapswerkwi j ze bekend voor de bereiding van een product 
5 met een kaassmaak. Daartoe wordt in de eerste stap een 

smaak ontwikkelend medium met een vetgehalte tussen 0,5 en 
50% (w/v) en een eiwitgehalte tussen 0,3 en 12% (w/v), 
bijvoorbeeld melk of wei, behandeld met een lipase- en/of 
proteasebron. Deze stap wordt onder aerobe omstandigheden 
10 uitgevoerd, waarna de toegepaste lipase- en/of proteasebron 
wordt geinactiveerd. In een tweede stap wordt een 
fermentatie met een melkzuurproducerend microorganisme 
uitgevoerd. 

Als lipase- en/of proteasebron worden bij voorkeur 
15 non-pathogene microorganismen toegepast, zoals Penicillium 
roqueforti, Oidum lactis (Geotrichum candidum) , Cladisporum 
butaryl, Micrococcus en Candida, lipsolytica. Bij voorkeur 
wordt C. lipsolytica gebruikt . 

De behandelingsstap waarbij het smaakontwikkelend 
2 0 medium wordt toegepast omvat een fermentatie waarbij de 

lipase- en/of proteasebron het medium tot een pH tussen 4,5 
en 5,5 verzuurd, gevolgd door een inactivering . 

Het is een doel van de uitvinding een zuivelproduct 
te verschaffen dat wat betreft zijn textuur overeenkomt met 

2 5 een bekend zuivelproduct, zoals yoghurt of kwark, maar dat 

een afwijkende smaak en/of geur heeft. 

Verrassenderwi j s is gevonden dat dergelijke 
zuivelproducten kunnen worden bereid door een specifiek 
aroma in het zuivelproduct te brengen, welk aroma 

3 0 geproduceerd wordt door een specifiek aeroob microorganisme 

dat gedurende enige tijd onder anaerobe omstandigheden 
wordt gehouden. Bij voorkeur wordt tijdens deze anaerobe 
periode een gebruikeli jke fermentatie uitgevoerd. 

De uitvinding betreft een werkwijze voor het 
35 bereiden van een zuivelproduct, waarbij een medium 
omvattende melk of een melkproduct onder aerobe 
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omstandigheden wordt behandeld met een lactose-negatief , 
levensmiddelen- technologisch aanvaardbaar microorganisme. 

Het is gebleken dat in een medium dat onder aerobe 
omstandigheden behandeld is met een lactose-negatief, 
5 levensmiddelen- technologisch aanvaardbaar microorganisme 

tijdens een anaerobe periode karakteristieke aroma's worden 
gevormd. De aard van het aroma kan worden ingesteld door de 
keuze van het microorganisme binnen de klasse van lactose- 
negatieve, levensmiddelen- technologisch aanvaardbare 

10 mi c roorgani smen . 

Het aroma dat volgens de uitvinding aan een 
zuivelproduct wordt verleend is afkomstig van een 
microorganisme dat het uitgangsmateriaal voor het te 
bereiden zuivelproduct weinig verandert in die zin dat 

15 lactose niet wordt omgezet . Aldus wordt een zuivelproduct 

verkregen dat wat betreft de textuur nagenoeg gelijk is aan 
bekende varianten van het bereide zuivelproduct, doch dat 
een geheel nieuwe smaak en/of geur heeft. 

Overigens is de toepassing van een lactose -negatief 

2 0 microorganisme bij de bereiding van een zuivelproduct op 
zich bekend. Door Kwak et al . is in J. Dairy Sci . , (1996) 
79:937-942 een werkwijze beschreven waarbij een lactose- 
negatieve gist van het species Sac char omyces cerevisiae, 

wordt gebruikt om kefir te stabiliseren . Kefir is een 

2 5 traditionele , Russische, gef ermenteerde melkdrank die een 

geringe hoeveelheid alcohol en kooldioxide bevat . Volgens 
Kwak et al . wordt het lactose-negatieve microorganisme 
toegepast om in een voorfase onder anaerobe omstandigheden 
alcohol te produceren. Na deze voorfase wordt een verzuring 

3 0 met melkzuurbacterien uitgevoerd. 

Het uitgangsmateriaal voor de werkwijze volgens de 
uitvinding is een medium omvattende melk of een 
melkproduct. Het is zowel mogelijk om een niet-behandelde 
melk te gebruiken als om een melk te gebruiken die vooraf 
35 een hitte-behandeling, zoals een pasteurisatie of een 
sterilisatie , heeft ondergaan. 
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Om uitgroei van eventueel aanwezige, contaminerende 
microorganismen te voorkomen, heeft het de voorkeur om uit 
te gaan van een melk die vooraf een hitte-behandeling heeft 
ondergaan. 

5 Het is tevens mogelijk om een van melk afgeleid 

product met een aangepast vetgehalte, zoals afgeroomde melk 
of room, te gebruiken. 

Naast de melk of het melkproduct kan, en zal het 
medium doorgaans voedingsstof f en voor het lactose- 

10 negatieve, levensmiddelen- technologisch aanvaardbare 
microorganisme omvatten. Deze voedingsstof fen worden 
gebruikelijk onderverdeeld in koolstof bronnen en 
stikstof bronnen. Geschikte koolstof bronnen zijn stoffen die 
de voor de rijping van het lactose-negatieve, 

15 levensmiddelen- technologisch aanvaardbare microorganisme 
benodigde koolstof kunnen leveren en die compatibel zijn 
'met het (te bereiden) zuivelproduct . Voorbeelden zijn 
glucose en potato dextrose broth (PDB) . Geschikte 
stikstof bronnen zijn stoffen die de voor de rijping van het 

2 0 lactose-negatieve , levensmiddelen- technologisch 

aanvaardbare microorganisme benodigde stikstof kunnen 
leveren en geen negatief effect hebben op het (te bereiden) 
zuivelproduct. Voorbeelden zijn maltextract, gistextract en 
trypton. 

2 5 De keuze voor de te gebruiken voedingsstof fen zal 

afhangen van de aard van het lactose-negatieve, 
levensmiddelen-technologisch aanvaardbare microorganisme. 
Wanneer het lactose-negatieve, levensmiddelen-technologisch 
aanvaardbare microorganisme een gist is, worden bij 

30 voorkeur glucose, PDB en trypton als voedingsstof gebruikt . 
Wanneer het lactose-negatieve, levensmiddelen-technologisch 
aanvaardbare microorganisme een bacterie is, worden bij 
voorkeur glucose en/of trypton als voedingsstof gebruikt. 

De hoeveelheden van de voedingsstof fen in het medium 

35 dat het uitgangsmateriaal voor een werkwi j ze volgens de 
uitvinding vormt, worden afgestemd op de aard van het 
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lactose-negatieve, levensmiddelen-technologisch 
aanvaardbare microorganisme . De totale hoeveelheid aan 
toegevoegde, voor het aroma-vormend microorganisme 
benodigde, voedingsstof f en dienen voldoende te zijn om het 
5 microorganisme tot groei te brengen, doch niet zo groot te 
zijn dat een ongewenst aroma of een aroma van een 
ongewenste intensiteit tot stand komt . Wanneer PDB als 
koolstofbron wordt gebruikt, in het geval dat het lactose- 
negatieve, levensmiddelen-technologisch aanvaardbare 

10 microorganisme een gist is, zal de hoeveelheid hiervan 
tussen 1 en 3 gram liggen. Wanneer in datzelfde geval 
trypton de stikstofbron is, zal hiervan 0.2 tot 1 gram 
worden gebruikt . Wanneer glucose als koolstofbron wordt 
gebruikt, in het geval dat het lactose-negatieve, 

15 levensmiddelen-technologisch aanvaardbare microorganisme 

een bacterie is, zal de hoeveelheid hiervan tussen 0,5 en 5 
gram liggen. Wanneer in datzelfde geval trypton de 
stikstofbron is, zal hiervan 0,2 tot 1 gram worden 
gebruikt . Een en ander kan door de deskundige op eenvoudige 

20 wijze proef ondervindeli jk worden vastgesteld. 

Het microorganisme waarmee het medium volgens de 
uitvinding wordt behandeld is een lactose-negatief , 
levensmiddelen-technologisch aanvaardbaar microorganisme . 
Hiermee wordt een microorganisme bedoeld dat niet in staat 

25 is lactose om te zetten. Met andere woorden, wanneer alleen 
lactose aanwezig is als koolstofbron, kan het 
microorganisme niet groeien. 

Bij voorkeur is het lactose-negatieve, 
levensmiddelen-technologisch aanvaardbare microorganisme 

30 een gist of een bacterie. Bijzonder geschikte giststammen 
zijn Candida, zelanoides CBS 2328, Candida zelanoides ATCC 
26318, Debaryomyces hansenii CBS 772, Debaryomyces hansenii 
ATCC 10623, Saccharomyces cerevisiae CBS 400, Saccharomyces 
cerevisiae CBS 43 7 , Candida robusta CBS 42 0 en 

35 Zygosaccharomyces rouxii CBS 441. Bijzonder geschikte 

bacterien zijn afkomstig van de stammen Micrococcus luteus 
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ATCC 4698, Micrococcus luteus CIP A270, Arthrobacter 
nicotianea ATCC 21279 en Corynebacterixxm flavescens ATCC 
10340. 

Het is ook mogelijk om combinaties van lactose- 
5 negatieve, levensmiddelen- technologisch aanvaardbare 
microorganismen te gebruiken. 

De keuze voor het lactose-negatieve , levensmiddelen- 
technologisch aanvaardbare microorganisme of de combinatie 
van lactose-negatieve, levensmiddelentechnologisch 
10 aanvaardbare microorganismen kan geschikt worden afgestemd 
op het aroma dat is gewenst . Gevonden is dat door de 
behandeling met de genoemde microorganismen een breed seal a 
aan aroma's kan worden geproduceerd, waaronder caramel, 
chocolade, kaasachtig, nootachtig, knoflook en een neutraal 
15 aroma dat de smaak van het ferment at ieproduct echter rijker 
en ronder maakt . 

Ter verkrijging van het gewenste aroma wordt het 
medium omvattende de melk of het melkproduct behandeld met 
het lactose-negatieve , levensmiddelen- technologisch 
2 0 aanvaardbare microorganisme. Hierbij wordt het lactose- 
negatieve , levensmiddelen- technologisch aanvaardbare 
microorganisme toegevoegd aan het medium en tot rijping 
gebracht . De hoeveelheid van het lactose-negatieve, 
levensmiddelen- technologisch aanvaardbare microorganisme 

2 5 kan geschikt worden afgestemd op de hoeveelheid medium en 

de hoeveelheid (de sterkte) van het gewenste aroma. 
Doorgaans zal het lactose-negatieve, levensmiddelen- 
technologisch aanvaardbare microorganisme in een 
hoeveelheid van 10 6 tot 10 7 per ml. melk of melkproduct 

3 0 worden gebruikt . 

De rijping van het lactose-negatieve, 
levensmiddelen- technologisch aanvaardbare microorganisme 
wordt tot stand gebracht onder aerobe omstandigheden. De pH 
en de temperatuur tijdens de rijping zullen afhangen van 
35 het specif ieke lactose-negatieve, levensmiddelen- 
technologisch aanvaardbare microorganisme dat wordt 
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gebruikt. In de meeste gevallen zal de pH liggen tussen 6 
en 7 . De temperatuur zal meestal worden gekozen tussen 25. 
en 3 0°C. 

Bij voorkeur wordt de rijping zodanig uitgevoerd dat 
5 ze volledig is. De duur van de rijping hangt af van de 

stationaire groeifase van het gebruikte microorganisme, en 
zal doorgaans tussen 12 en 24 uur bedragen. Dit heeft als 
gevolg dat de in het medium aanwezige voedingsstof f en 
verbruikt zijn en er geen of nauwelijks restanten van 

10 eventueel toegevoegde voedingsstof fen in het gerede 

zuivelproduct terecht zullen komen. Het moment waarop de 
rijping volledig is, kan geschikt worden bepaald door het 
gehalte van een of meer van de voedingsstof fen, 
bijvoorbeeld van glucose, te volgen. Het is tevens mogelijk 

15 om de groei van het lactose -negatieve, levensmiddelen- 
technologisch aanvaardbare microorganisme te volgen met 
behulp van gebruikeli jke plaattellingen . 

Na de rijping wordt het verkregen product enige tijd 
onder anaerobe omstandigheden gebracht . Het is gebleken dat 

20 in de afwezigheid van zuurstof de aroma's van de 
rijpingsstam worden gevormd en bijzonder goed tot 
uitdrukking komen. 

Tijdens de aromavorming past men bij voorkeur een 
neutrale pH toe. In de meeste gevallen zal een periode van 

2 5 5 tot 12 uur voldoende zijn om een goede aromavorming te 

verkri jgen. 

Het aldus verkregen product is op zich voor 
consumptie geschikt. Het zal duidelijk zijn dat de vorming 
van de gewenste aroma's bijvoorbeeld kan plaatsvinden nadat 

3 0 het zuivelproduct is afgevuld in een houder, waar 

gebruikeli jke anaerobe omstandigheden heersen. Veelal zal 
het verkregen product echter worden gethermiseerd om de 
houdbaarheid te vergroten. Voorts kunnen er, afhankelijk 
van de gewenste aard van het zuivelproduct dat wordt 
35 bereid, nog aanvullende bewerkingen worden uitgevoerd. 
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In een voorkeursuitvoeringsvorm vallen de anaerobe 
omstandigheden samen met een f ermentatiestap . Na toevoeging 
van gebruikeli jke fermentatiestammen wordt een anaerobe 
fermentatie uitgevoerd, waarbij lactose wordt omgezet in 
5 onder andere melkzuur. 

Meer in detail wordt het product dat is verkregen na 
de rijping van het lactose-negatieve, levensmiddelen- 
technologisch aanvaardbare microorganisme behandeld met een 
melkzuurbacterie . Dankzij deze behandeling zal het 
10 zuivelproduct , met name wat betreft textuur en zuurgraad, 
grote overeenkomsten vertonen met bekende gef ermenteerde 
zuivelproduct en, zoals yoghurt of kwark. Vanwege de 
verandering van de zuurgraad in een behandeling van met een 
melkzuurbacterie wordt deze behandeling dikwijls aangeduid 
15 als verzuring. 

De aard van de melkzuurbacterie zal door de vakman 
geschikt kunnen worden af gestemd op het gewenste product . 
De behandeling met de melkzuurbacterie kan op bekende wijze 
worden uitgevoerd en zal analoog zijn aan de behandeling 
2 0 van een melk of melkproduct met een melkzuurbacterie in de 
bereiding van gef ermenteerde zuivelproducten die niet zijn 
behandeld met een lactose-negatief , levensmiddelen- 
technologisch aanvaardbaar microorganisme. 

Het zal duidelijk zijn dat de uitvinding tevens 

2 5 betrekking heeft op een zuivelproduct dat kan worden bereid 

door een werkwijze zoals hierboven beschreven. Voorts heeft 
de uitvinding betrekking op de toepassing van een 
zuivelproduct dat volgens de uitvinding kan worden bereid 
in de bereiding van geautomatiseerde producten in de 

3 0 voedingsmiddelenindustrie . 

De uitvinding zal thans nader worden toegelicht 
aan de hand van de volgende voorbeelden. 
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Voorbeeld 1 

Giststammen : 

Candida zelanoides CBS 2328 uit ampul 

Candida zelanoides ATCC 2 6318 uit ampul 
5 Debaryomyces hansenii ATCC 10623 uit ampul 

Debaryomyces hansenii ATCC 772 uit ampul 
Bacteriestam: 

Arthrobacter nicotianea ATCC 212 79 vanaf plaat 
Glucose-oplossina : 
10 8 gram glucose per 100 g water (filter 

gesteriliseerd) . 
Gistmedium: 

24 g potato dextrose broth (PDB van Difco 0549-17-9) 

+ 5 gram trypton per liter water. 
15 Bacteriemedium: 

5 gram trypton per 900 ml water. Gesteriliseerd bij 

120 °C gedurende 15 min en verrijkt met 10 0 ml glucose - 

oplossing 
Substraat : 
20 voile UHT-melk. 

Opkweek 

Een kolonie lactose-negatieve microorganismen wordt 
toegevoegd aan water met glycerol en de oplossing wordt 

2 5 verdeeld over meerdere ampul len en ingevroren. Vervolgens 

wordt 1 ml ontdooid medium toegevoegd aan 25 ml gist of 
bacteriemedium in een erlenmeijer van 100 ml. De 
erlenmeijer wordt afgesloten met cellulose watten en 
gedurende 72 uur aeroob bij 25 °C (gisten) en 30 °C 

3 0 (bacterien) weggezet met een schudsnelheid van 2 00 rpm. 

Voorkweek 

5 ml opkweekmedium wordt toegevoegd aan 45 ml voile 
UHT-melk (substraat) in een erlenmeijer van 250 ml welke 
afsluitbaar is met watten. Deze oplossing wordt 24 uur of 
35 12 uur onder schudden bij 2 00 rpm en de juiste temperatuur 
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aeroob weggezet. Nadat de voorkweek is afgerond, worden de 
media gekoeld tot ca. 7°C. 
Resultaat 

Na een aerobe groei van de lactose-negatieve , 
5 levensmiddelen-technologisch aanvaardbare gist Candida 

zeylanoides en een anaerobe aromavorming in melk ontstaat 
een product met een onderscheidende smaak, die is te 
associeren met Munsterkaas (stalsmaak) . Als wordt uitgegaan 
van de lactose-negatieve bacterie ArthroJbacter dan 

10 ontstaat, na een anaerobe aromavorming in melk, een 
chocoladesmaak. In dit product waren vertakte keten 
aldehyden de belangri jkste verbindingen die gedetecteerd 
konden worden met "dynamic headspace GCMS". 

Voorbeeld 2 

Giststammen : 

Candida zelanoides CBS 232 8 uit ampul 
Candida zelanoides ATCC 2 6318 uit ampul 

Bacteriestam: 

ArtiiroJbacter nicotianea ATCC 212 79 vanaf plaat 

Melkzuurbacterien : 

Voor de bereiding van yoghurt 
Glucose-oplossinq : 

8 gram glucose per 100 g water (filter 
gesteriliseerd) . 
Gistmedium: 

24 g potato dextrose broth (PDB van Difco 0549-17-9) 
+ 5 gram trypton per liter water. 
Bact eriemedium : 

5 gram trypton per 900 ml water. Gesteriliseerd bij 
12 0 °C gedurende 15 min en verrijkt met 100 ml glucose- 
oplossing . 
Substraat : 

voile UHT-melk. 



20 



25 



PCT 0 9 / 0 0 5 6 9 

11 

Opkweek 

Een kolonie lactose -negatieve microorganisme wordt 

toegevoegd aan water met glycerol en de oplossing wordt 

voorts verdeeld over meerdere ampullen en ingevroren. 

5 Vervolgens wordt 1 ml ontdooid medium toegevoegd aan 25 ml 

gist of bacteriemedium in een erlenmeijer van 100 ml. De 

erlenmeijer wordt afgesloten met cellulose watten en 

gedurende 72 uur aeroob bij 25 °C (gist en) en 30 °C 

(bacterien) weggezet met een schudsnelheid van 2 00 rpm. 
10 Voorkweek 

5 ml opkweekmedium wordt toegevoegd aan 45 ml voile 
UHT-melk (substraat) in een erlenmeijer van 250 ml welke 
afsluitbaar is met watten. Deze oplossing wordt 24 uur of 
12 uur onder schudden bij 200 rpm en de juiste temperatuur 
15 aeroob weggezet. Nadat de voorkweek is afgerond, worden de 
media gekoeld tot ca 7°C. 
Verzuring 

De voorkweek wordt onder anaerobe omstandigheden 
verzuurd met een yoghurt cult uur bij 37°C tot eind-pH 4,5 en 
2 0 voorts gekoeld (tot ca. 5-7 °C) afgevuld. 
Resultaat 

Wanneer beide producten die zijn verkregen in 
Voorbeeld I met melkzuurbacterien worden verzuurd, ontstaan 
er producten met een consistent ie vergeli jkbaar met die van 
25 yoghurt en een onderscheidende smaak, die duidelijk 

verschilt van de smaak van een niet-voorbehandeld, verzuurd 
melkproduct . 
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CONCLUSIES 

1. Werkwijze voor het bereiden van een zuivelproduct, 
waarbij een medium omvattende melk of een melkproduct onder 
aerobe omstandigheden wordt behandeld met een lactose - 
negatief , levensmiddelentechnologisch aanvaardbaar 

5 microorganisme, en vervolgens gedurende enige tijd onder 
anaerobe omstandigheden wordt gehouden. 

2. Werkwijze volgens conclusie 1, waarbij het 
microorganisme een gist of een bacterie is. 

3. Werkwijze volgens conclusie 2, waarbij de gist 

10 afkomstig is van de stam Candida, zelanoides, Debaryomyces 
hansenii spp hansenii , Saccharomyces cerevisiae, Candida 
robusta, of Zygosaccharomyces rouxii. 

4. Werkwijze volgens conclusie 2, waarbij de bacterie 
afkomstig is van de stam Micrococcus luteus, Arthrobacter, 

15 Corynebacterium of Arthrobacter ssp. 

5. Werkwijze volgens conclusie 1, waarbij het medium 
onder anaerobe omstandigheden wordt behandeld met een 
levensmiddelen-technologisch aanvaardbare melkzuurbacterie. 

6. Werkwijze volgens een van de voorgaande conclusies, 
2 0 waarbij het zuivelproduct wordt gethermiseerd. 

7. Zuivelproduct verkrijgbaar door een werkwijze 
volgens een van de voorgaande conclusies. 

8. Toepassing van een lactose-negatief , levensmiddelen- 
technologisch aanvaardbaar microorganisme voor het verlenen 

2 5 van een aroma aan een zuivelproduct. 

9. Toepassing van een zuivelproduct volgens conclusie 7 
voor de bereiding van een gearomatiseerd product in de 
voedingsmiddelenindustrie . 



UITTREKSEL 

De uitvinding heeft betrekking op een werkwijze voor 
het bereiden van een zuivelproduct , waarbij een medium 
omvattende melk of een melkproduct onder aerobe 
omstandigheden wordt behandeld met een lactose-negatief , 
levensmiddelen-technologisch aanvaardbaar microorganisme, 
en vervolgens enige tijd onder anaerobe omstandigheden 
wordt gehouden. Voorts heeft de uitvinding betrekking op 
een zuivelproduct verkrijgbaar door die werkwijze. 
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I. Basis of the report 

1 . This report has been drawn on the basis of (substitute sheets which have been furnished to the receiving Office in 
response to an invitation under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to 
the report since they do not contain amendments (Rules 70. 16 and 70. 17).): 

Description, pages: 

1-11 as originally filed 

Claims, No.: 

1 -9 as originally filed 

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the 
language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language: , which is: 

□ the language of a translation furnished for the purposes of the international search (under Rule 23.1 (b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international preliminary examination (und r Rul 
55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the 
international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

□ contained in the international application in written form. 

□ filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosur in 
the international application as filed has been furnished. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence 
listing has been furnished. 

4. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets: 

5. □ This report has been established as if (some of) the amendments had not b en made, since they have been 

considered to go beyond the disclosure as filed (Rule 70.2(c)): 
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(Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this 
report.) 

6. Additional observations, if necessary: 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1. Statement 



Novelty (N) 


Yes: 


Claims 






No: 


Claims 


1-9 


Inventive step (IS) 


Yes: 


Claims 






No: 


Claims 


1-9 


Industrial applicability (IA) 


Yes: 


Claims 


1-9 




No: 


Claims 





2. Citations and explanations 
see separate sheet 

VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 
s e separate sheet 

VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the 
claims are fully supported by the description, are made: 
see separate sheet 
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V 

1 Reference is made to the following documents (D): 

D1 : KWAK H S ET AL: 'BIOSTABILIZATION OF KEFIR WITH A NONLACTOSE- 
FERMENTING YEAST' JOURNAL OF DAIRY SCIENCE, vol. 79, no. 6, 1 
June 1996 (1996-06-01), pages 937-942, XP000620045, cited in the 
application 

D2: C. DUITSCHAEVER: 'Pure culture formation and procedure for the 

production of kefir 1 MILCHWISSENSCHAFT, vol. 42, no. 2, 1987, pages 80- 
82, XP0021 03083 MUNCHEN DE 

D3: EP-A-0 346 884 

D4: FR-A-2 123 295 

D5: KAMALY K M ET AL: •CHARACTERISTICS OF CHEDDAR CHEESE MADE 
WITH MUTANT STRAINS OF LACTIC STREPTOCOCCI AS ADJUNCT 
SOURCES OF ENZYMES 1 MILCHWISSENSCHAFT, vol. 44, no. 6, 1 
January 1989 (1989-01-01), pages 343-346, XP000027926 

D6: US-A-3 563 760 

2 The subject-matter of present independent claim 1 (method) does not meet the 
requirements of novelty (Article 33(2) PCT) in the light of any of the prior art 
documents D1-D4, which describe the combination of features disclosed in said 
claim. 

Document D1 describes a process for the biostabilisation of kefir, using sequential 
fermentation of milk with a nonlactose-fermenting yeast culture and mixed cultures 
of lactic acid bacteria (see in particular abstract of D1). Kefir has a unique 
flavour (see in particular page 937, column 1, paragraph 1 of D1). A process is 
described in which a first fermentation of reconstituted NDM was carried out with a 
nonlactose fermenting yeast species, incubating at 31 °C for 16h for alcohol 
production, after which the cultures were inoculated in NDM in glass screw-cap 
tubes with teflon sealing, after which the samples were stored at 25°C for 7 
days and at 5°C for 14 days (see in particular page 938, column 1, last paragraph 
to column 2, first paragraph; page 939, column 1, paragraph 1 and column 2, 
paragraph 2 of D1 ). The fact that alcohol is produced during the first stage of 
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fermentation does not demonstrate anaerobic conditions, as alcohol is also 
produced under aerobic conditions in kefir production, and there is no indication of 
the application of anaerobic conditions. Hence, it is considered that the first stage 
of fermentation takes place under aerobic conditions. 

Document D2 describes a kefir manufacturing process, in which a homogenised 
milk coagulum was inoculated with Saccharomyces cerevisiae R-107 (being a 
non-lactose fermenting yeast), after which thorough mixing takes place, and the 
kefir base is distributed in a glass bottle closed with a crown cap and incubated 
at 20°C for 24 h, followed by storage at 4°C (see in particular page 80, column 1 , 
paragraph 1 , column 2, paragraph 3 of D2). It is considered that during the phase 
of thorough mixing, a treatment under aerobic conditions takes place. 

Document D3 describes a process for producing kefir, which allows to control the 
formation of ethanol, using a yeast which assimilates neither lactose remaining in 
the product nor galactose to be formed by lactic acid fermentation (see in 
particular column 2, lines 15-25 of D3). A process in which a mixture based on 
reconstituted skim milk was inoculated with a starter of Saccharomyces 
bisporus (IFO-0467), Candida solani, Streptococcus thermophilus (IFO-3535) or 
Torulopsis colliculosa (IFO-0381), being non-lactose fermenting yeasts, incubation 
at 30°C for 18 hours, cooling to 5°C or lower, homogenisation and packing in 
sealed containers (see in particular examples 1-3, columns 5-7 of D3). The 
kefir-like fermented milk obtained contained 0.3% of ethanol produced by the 
yeast, and had a characteristic flavour and taste attributable to the ethanol and 
carbon dioxide (see in particular column 6, lines 4-8 of D3). The fact that alcohol 
is produced during the first stage of fermentation does not demonstrate anaerobic 
conditions, as alcohol is also produced under aerobic conditions in kefir 
production, and there is no indication of the application of anaerobic conditions. 
Hence, it is considered that the first stage of fermentation takes place under 
aerobic conditions. 

Document D4 describes a process for the preparation of fermented milk products, 
comprising inoculating Saccharomyces carlsbergensis (being a non-lactose 
fermenting yeast) in skimmed milk, cultivating the mixture at 25°C for 24 hou;*. 
and using this mixture as a starter for the production of a fermented milk product, 
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which is stored in bottles as a final consumer product (see in particular claims 1- 
6; example, pages 6-7 of D4). The fermented milk products obtained have a 
pleasant flavour (see in particular page 1, lines 36-37 of D4). There is no 
indication of the application of anaerobic conditions. Hence, it is considered that 
the first stage of fermentation takes place under aerobic conditions. 

It appears that storage in glass screw-cap tubes or glass bottles closed with a 
crown cap represents anaerobic conditions (see also page 7, lines 5-8 of the 
present description). 

3 The subject-matter of present independent claim 7 (dairy product) does not meet 
the requirements of novelty (Article 33(2) PCT) in the light of any of the prior art 
documents D1-D4, which describe the combination of features disclosed in said 
claim (see paragraph 2 of this communication). 

4 The subject-matter of present independent claim 8 (use) does not meet the 
requirements of novelty (Article 33(2) PCT) in the light of any of the prior art 
documents D1-D4 (see paragraph 2 of this communication) or D5-D6, which 
describe the combination of features disclosed in said claim. 

Document D5 describes a process for the manufacture of cheese, comprising 
adding cell pellets of Streptococcus lactis (25Sp) and Streptococcus cremoris 
(KHA2), being lactose-negative mutant micro-organisms, to reconstituted non-fat 
dry milk, then adding these to cheese milk before rennet addition, packaging of 
the cheese and ripening thereof at 7°C for 6 months (see in particular page 343, 
column 1, last paragraph to column 2, first paragraph of D5). The mutant- 
containing cheese had a more intense cheese flavour than did control cheese 
(see in particular page 344, column 2, last paragraph of D5). 

Document D6 describes a process for the production of a yoghurt-like fermented 
milk, comprising culturing yeast in whole milk or skim milk, said yeast having no 
fermentability of lactose in whole milk or skim milk and producing aromatic 
substances only (see in particular column 2, lines 15-26 of D6). 
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It is stressed that the skilled person would clearly and unambiguously derive that 
the fermentation with a lactose-negative micro-organism described in documents 
D1-D5 imparts an aroma to the dairy product, even though this is not explicitly 
disclosed in said documents (PCT Guidelines C-IV, 7.2). Furthermore, present 
claim 8 does not indicate the application of anaerobic conditions. 

5 The subject-matter of present independent claim 9 (use) does not meet the 
requirements of novelty (Article 33(2) PCT) in the light of any of the prior art 
documents D1-D4, which describe the combination of features disclosed in said 
claim (see paragraph 2 of this communication). 

It is stressed that kefir is an aromatised product in the food industry. 

6 Concerning the question whether the subject-matter of present independent 
claims meets the requirements of inventive step (Article 33(3) PCT), it is stressed 
that cited documents D1-D4 and D6 are related to the same technical problem as 
is the present application, ie to provide fermented milk products with good flavour. 

VII 

1. The present application does not meet the requirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT, as 
the relevant background art disclosed in the documents D2-D6 is not mentioned in 
the description, nor are these documents identified therein. 

VIII 

1. The present application does not meet the requirements of clarity (Article 6 PCT). 

The feature "in which the microorganism a yeast or a bacterium is" in present 
claim 2 lacks clarity. Amendment or deletion of said claim is required to overcome 
this objection. 
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